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聚合 酶 链 式 反应 -变性 梯度 凝 胶 电泳 技术 分 析 1 只 死亡 野生 川 金丝猴 骨 肠 道 菌 群 多 样 性 
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(1. 四 川 农 业 大 学 动物 医学 院 动物 微 生 态 研究 中 心 ， 成 都 611130; 2. 成 都 动物 园 ， 成 都 


610081; 3. 四 川 省 畜牧 科学 研究 院 ， 成 都 610066) 


摘 要 :本 试验 由 在 对 1 只 死亡 野生 川 金丝猴 的 胃 肠 道 菌 群 多 样 性 及 其 克隆 测序 条 带 的 系统 
进化 树 进行 分 析 。 取 死亡 野生 川 金丝猴 骨 肠 道内 容 物 ， 进 行 聚 合 酶 链 式 反应 (PCR) -变性 
梯度 凝 胶 电泳 (DGGE) 分析， 结合 条 带 的 克隆 测序 、 聚 类 分 析 和 主 成 分 PCA) 分析 检测 
菌 群 多 样 性 并 构建 系统 进化 树 。 结 果 显 示 : 1) 野生 川 金 丝 猴 整 个 骨 肠 道 栖息 着 大 量 细菌 ， 
FORA. BWR RA Ki, OR AAG An ES — A. TR A EA d ARA 


—$&. 2) 从 DGGE 图 谱 上 共 回 收 18 个 条 带 ， 细 菌 种 类 鉴定 主要 是 $ 个 菌 门 ， 分 别 为 变形 


Hil] 〈(Proteobacteria，38.89% )、 厚 壁 菌 门 (Firmicutes，22.22%)、 拟 杆菌 门 (Bacteroidetes, 


5.56%)、 放 线 菌 门 (Actinobacteria, 5.56%). Petit bl] CVerrucomicrobia, 5.56%) 和 不 可 


培养 菌 〈uncultured bacterium，22.22% )。 其 中 ， 变 形 菌 门 和 厚 壁 菌 门 分 布 于 整个 骨 肠 道 。3 ) 


郑 群 的 系统 进化 树 分 析 表 明 , DUE. 1 种 不 可 培养 菌 与 已 鉴定 的 装 肠 球菌 进化 分 类 相似 ， 而 其 


他 不 可 培养 菌 


与 已 知 的 菌 种 进化 分 支 差异 较 大 , 说 明 在 野生 川 金丝猴 的 骨 肠 道中 仍 有 大 量 的 


菌 群 信息 未 被 鉴定 。 结果 提示 ,本 试验 测定 的 1 只 死亡 野生 川 金丝猴 的 骨 肠 道 优 势 菌 群 为 变 


N 


EKN, HE SPEEA FI AS EH BU 2875 AIF 5 BAL MI - en GER 9 - 


关键 词 : 川 金丝猴 ， 胃 肠 道 菌 群 ，PCR-DGGE; 克隆 测序 ， 系 统 进 化 树 
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川 金丝猴 (Rhinopithecus roxellana) 3] ANA, WAAMA RIK AL fp AUS UI, eR 


群 稀少 ， 是 典 


影响 ， 其 数量 


国 特有 的 国家 一 级 保护 动物 ， 主 要 分 布 于 四 川 、 甘 肃 、 陕 西 和 湖北 等 地 让， 其 外 形 优美 且 种 


型 的 森林 树 栖 动物 ， 群 栖 于 高 山 密林 中 ， 其 食性 复杂 ， 但 均 以 植物 性 食物 为 主 


引 。 随 着 人 类 活动 的 增多 ， 川 金丝猴 的 栖息 地 受到 严重 破坏 ， 加 上 环境 因素 以 及 少量 天 敌 的 


不 断 减 少 。 而 四 川南 坪 白河 、 陕 西周 至 和 湖北 神农 3 个 国家 级 金丝猴 自然 


保护 区 的 建立 向 及 人 工 饲 养 繁育 使 川 金 丝 猴 的 繁殖 和 种 群 逐 渐 得 以 恢复 。 并 且 ， 骨 肠 
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27 ” 道 微生物 的 研究 和 利用 也 是 目前 野生 动物 繁殖 及 种 群 保护 的 重要 措施 外 。 肠 道 微生物 组 成 及 
28 ”功能 与 宿主 的 消化 、 免 疫 应 答 和 生理 功能 密切 相关 51。 近 年 来 ， 已 有 研究 初步 报道 了 川 金 
29 。” 丝 猴 部 分 肠 段 及 数 便 菌 群 结构 及 组 成 等 信息 B89 ,但 其 整个 胃 肠 道 菌 群 的 信息 仍 处 于 未 知 状 
30 — d. 因此 , 研究 整个 骨 肠 道 菌 群 结构 及 组 成 对 川 金 丝 猴 的 饲养 繁殖 及 种 群 保护 具有 重要 的 指 
3]. SEX. 

32 聚合 酶 链 式 反应 (PCR) -变性 梯度 凝 胶 电泳 DOGGE) 技术 是 近年 来 在 菌 群 多 样 性 方面 
33 ”应 用 最 为 广泛 的 分 子 生物 学 技术 , 它 为 菌 群 结构 及 组 成 的 研究 提供 了 强 有 力 的 保障 09。 因 此 ， 
34 ”本 试验 拟 运 用 PCR-DGGE 技术 研究 1 只 死亡 野生 川 金丝猴 骨 肠 道 ( 胃 、 十 二 指 肠 、 空 肠 、 
35 Al. Ee. 55a. BAME) 菌 群 的 多 样 性 ， 并 对 主要 条 带 进行 克隆 测序 后 构建 系统 发 
36 — BB. 以 期 丰富 川 金 丝 猴 胃 肠 道 菌 群 信息 , 为 其 饲养 、 健 康生 长 及 种 群 保护 提供 科学 的 指导 。 
37 1 材料 与 方法 

38 11 样品 采集 
39 2016 年 3 月 ， 四 川 省 绵阳 市 平 武 县 救护 站 在 野外 发 现 1 只 消瘦 、 濒 临 死亡 的 野生 老龄 
40 ”上 峻 性 川 金丝猴 (18 岁 )， 并 送 至 成 都 动物 园 救治 ， 对 其 补充 营养 及 补液 (5% 葡萄 糖 、 生 理 
41 ”盐水 和 碳酸 氧 钠 )， 期 间 其 未 进食 任何 食物 ， 收 集 其 凑 便 样品 ， 救 治 无 效 死 亡 ， 解 剖 后 脏 器 
42 ”病理 观察 仅见 心脏 有 陈旧 性 梗死 灶 并 伴 有 心肌 纤维 化 和 钙化 , 判断 可 能 死 于 心脏 病 。 同 时 收 
43 ”人 和 集 骨 肠 道内 容 物 样 品 〈 胃 、 十 二 指 肠 、 空 肠 、 回 肠 、 言 肠 、 结 肠 和 直肠 ) 至 灭 菌 2 mL 离心 
1， 液 氮 速 冻 后 -80 “CRA EIA 


45 12 总 DNA 提取 


» 


44 


my 


46 采用 QIAamp® DNA Stool Mini Kit 提取 样品 细菌 总 DNA, i8 200 uL 的 Buffer AE 游 
47 ” 液 中 保存 ， 置 -20 CH. 
48 ”1.3 细菌 总 DNA 的 16S rDNA V3 区 PCR 扩 增 

49 以 样品 细菌 总 DNA 为 模板 ， 使 用 大 肠 杆菌 通用 扩 增 细菌 16S rDNA V3 区 序列 199。 上 


50 WF S| PA 5'-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGCCTACGGGA 


51 | GGCAGCAG-3' Cif F XIZE SI: A “GC” KF); 下 游 引 物 为 5'-ATTACCGCGGCTGCTGG-3'. 


52 PCR 扩 增 体系 (50 uL): 模板 DNA2 nL， 上 、 下 游 引物 (10 pmol/L) 各 2 uL. 2xTaq Master Mix 


53 ”25 pL， 补 双 燕 水 (ddH20) 至 50 uL. PCR 扩 增 程序 为 94 'C 预 变性 4min; 94 'C 变 性 30 


54 s, 58 CC 复 性 30 s，72 延伸 2 min, 30 AIA; 最 终 72 ‘CHET 10 min。 采 用 1.0% 琼 脂 


55 ” 糖 凝 胶 电 泳 检测 PCR 产物 。 


56 ”1.4 PCR 产物 的 PCR-DGGE 指纹 图 谱 分 析 及 条 带 克 隆 测序 
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57 采用 Bio-Rad Dcode 系统 对 PCR 产物 (10 pL) 进 行 DGGE 分 析 , 凝 胶 梯度 为 35%~65%， 


58 ”在 1XTAE RIF 100V、60 CC 条 件 电泳 16h。 用 硝酸 银 染 色 法 对 DGGE AREE, 


59 fj Bio-Rad? GS800 Calibrated Densitometer 对 结果 扫描 成 像 。 切 胶 回 收 DGGE 指纹 图 谱 上 的 


60 ”共性 条 带 和 特异 性 条 带 ， 用 Gel Extraction Kit (美国 Omega 公司 ) 回收 条 带 ， 并 用 PMD19-T 
61 ”载体 和 大 肠 杆菌 DH5o 感 受 态 细胞 克隆 筛选 目的 条 带 ， 阳 性 克隆 送 至 上 海 生物 工 程 有 限 公司 
62 ”进行 测序 。 测 定 序列 在 GenBank 数据 库 中 进行 比 对 ， 下 载 亲 缘 关 系 最 近 的 细菌 或 克隆 序列 ， 
63 H MEGA 软件 分 析 并 获得 序列 的 进化 树 。 

64 1.5 数据 分 析 
65 用 Excel 2013 对 DGGE 指纹 图 谱 的 多 样 性 进行 统计 分 析 , 用 SPSS 19.0 软件 进行 主 成 分 
66 ”分 析 (PCA), 用 NTSYS 2.1 软件 进行 聚 类 分 析 , 用 MEGA 软件 对 克隆 测序 结果 进行 系统 进 


67 化 树 分 析 。 其 中 ， 多 样 性 指标 的 计算 公式 如 下 : 


68 H--X(pi)unpi): 

69 E-Hl Hoax; 

70 R=s。 

71 式 中 : 妃 为 香农 - 威 纳 指 数 〈(Shannon-Wiener index) ， 用 于 表示 多 样 性 指数 (diversity 


72 ”index); pi 为 物种 i 的 相对 丰 度 比例 ; 为 均匀 度 (evenness); R 为 丰富 度 (richness); s 为 
73 ”样品 在 DGGE 的 条 带 数 。 

74 2 结果 与 分 析 

75 2.1 野生 川 金丝猴 骨 肠 道 菌 群 PCR-DGGE 指纹 图 谱 的 聚 类 分 析 

© 76 野生 川 金丝猴 骨 肠 道 样品 16S rDNA PCR 产物 的 DGGE 检测 结果 如 图 1 所 示 。DGGE 
77 ”图 谱 的 非 加 权 分 组 平均 CUPGMAO 法 分 析 显 示 ， 来 自 骨 、 十 二 指 肠 和 空肠 的 样品 聚 为 一 大 
78 ” 艇 ,其 相似 性 系数 为 0.97; 来 自 回肠 、 盲 肠 、 结 肠 和 直肠 的 样品 同样 聚 为 一 篮 ， 其 相似 性 系 
79 ŽOK 0.60; 而 来 自 类 便 的 样品 则 单独 聚 为 一 簇 , 与 其 他 胃 肠 道 样 品 的 相似 性 系数 仅 为 0.45。， 
80 DGGE 图 谱 条 带 结果 显示 , FEJEZI AMEME EK EMA, 且 栖 息 在 各 部 位 的 细菌 种 
81 ”类 和 数量 存在 一 定 差异 。 所 有 上 骨 肠 道 样品 共 分 离 出 52 个 条 带 。 其 中 ， 凑 便 样品 中 的 细菌 种 
82 ”类 最 丰富 ， 条 带 数 为 32， 其 次 是 胃 和 小 肠 〈 十 二 指 肠 和 空肠 〉 样品， 条 带 数 分 别 为 27、27 
83 ”和 28; WAH Hp. BK. AAMA) 样品 中 的 细菌 种 类 相对 较 少 ， 条 带 数 分 别 为 13、 
84 13. 16 和 15。 这 些 部 位 菌 群 组 成 差异 的 产生 可 能 与 宿主 健康 状态 或 其 肯 肠 道 各 部 位 的 消化 
85 ”功能 及 细菌 定植 差异 相关 。 


201812.00200v1 


chinaXiv 


86 
87 


88 


89 


90 


91 


92 
93 
94 


95 


96 


97 


98 


99 


100 


101 


102 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


1 TEE Rec 


tad IJI Fae 


—————————— 
0. 44 0. 58 0.71 0. 85 0. 98 


系数 Coefficient 
Sto. Duo, Jej, Ile. Cec. Col, Rec 和 Fae 分 别 为 野生 川 金丝猴 的 胃 、 十 三 指 肠 、 空 肠 、 


回肠 、 盲 肠 、 结 肠 、 直 上 肠 和 凑 便 样品 ， 带 箭头 的 数字 (1~21) 为 条 带 编号 。 下 图 同 。 


Sto, Duo, Jej, Ile, Cec, Col, Rec and Fae mean bacteria from stomach, duodenum, jejunum, 
ileum, cecum, colon, rectum, and faeces of Wild Rhinopithecus roxellanae, respectively. Numbers 


(1 to 21) with arrow are the bands No. The same as below. 


1 骨 肠 道 菌 群 PCR-DGGE 图 谱 及 聚 类 分 析 
Fig.l PCR-DGGE profiles and cluster analysis of bacteria in gastrointestinal tract 
22 ”野生 川 金丝猴 胃 肠 道 菌 群 PCR-DGGE 图 谱 的 多 样 性 分 析 


野生 川 金丝猴 胃 肠 道 菌 群 的 多 样 性 分 析 结 果 如 图 2 所 示 。 由 图 可 知 ,， 胃 肠 道 各 样品 菌 群 
的 多 样 性 存在 差异 。 凑 便 菌 群 的 多 样 性 指数 、 均 匀 度 和 丰富 度 最 高 ， 分 别 为 3.47、0.88 和 
32.00; 骨 、 十 二 指 肠 和 空肠 菌 群 的 多 样 性 指数 、 均 匀 度 和 丰富 度 较 高 ， 分 别 为 3.30、0.83、 
27.00 和 3.30、0.83、27.00 及 3.33. 0.84. 28.00; 而 大 肠 菌 群 的 多 样 性 指数 、 均 匀 度 和 丰富 
度 较 低 ， 其 中 ， 回 肠 菌 群 的 多 样 性 指标 最 低 ， 分 别 为 2.56、0.65 和 13.00。 随 着 骨 肠 道 部 位 
按照 由 前 往 后 顺序 推移 ， 菌 群 多 样 性 呈现 出 高 - 低 -高 的 趋势 ,这 与 前 面 DGGE BWR Ror T 
结果 一 致 。 


c 多 样 性 指数 ( 力 
Shannon diversity index 
mmm uu) 
Evenness 
emm 75^] (FH) 
Richness 
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103 x2. 骨 肠 道 菌 群 的 多 样 性 指数 、 均 匀 度 及 丰富 度 


104 Fig.2 Diversity index, evenness and richness of bacteria in gastrointestinal tract 


105 23 上 胃 肠 道 菌 群 PCR-DGGE 图 谱 的 主 成 分 分 析 

106 对 野生 川 金丝猴 胃 肠 道 DGGE 图 谱 进 行 主 成 分 分 析 后 发 现 ， 菌 群 结 构 及 组 成 不 同 的 样品 
107 ”在 主 成 分 分 析 中 的 分 布 与 DGGE 图 谱 的 聚 类 分 析 结 果 一 致 ， 见 图 3。 结 果 表明 ， 主 成 分 因子 1 
108 ”和 2 的 贡献 率 分 别 为 42.90% 和 29.79%， 共 同 将 野生 川 金丝猴 的 胃 肠 道 菌 群 区 分 为 3 个 聚 类 。 
109 ”其 中 , BH. 十 三 指 肠 和 空肠 的 菌 群 罕 类 在 一 起 , 回肠 、 盲 肠 、 结肠 和 直肠 的 菌 群 聚 类 在 一 起 ， 
110 ”而 类 便 菌 群 单独 分 离开 来 。 这 表明 野生 川 金丝猴 胃 肠 道 相 邻 肠 段 的 菌 群 结构 及 组 成 相似 性 
111 ”高 ， 而 作为 肠 段 末端 的 凑 便 样品 与 其 他 样品 间 存在 一 定 差异 。 


10.0077 Fae 


7.507 


PC2 (29.79*4) 


Duo ost Y 
Jej 
T T T 
.00 2.50 5.00 7.50 
PCI (42.90%) 
112 
113 图 3 胃 肠 道 菌 群 PCR-DGGE 图 谱 的 主 成 分 分 析 
114 Fig. 3 PCA of PCR-DGGE profiles of bacteria in gastrointestinal tract 
115 


116 24 胃 肠 道 菌 群 PCR-DGGE 图 谱 主 要 条 带 的 序列 检测 


117 在 野生 川 金 丝 猴 胃 肠 道 菌 群 的 PCR-DGGE 图 谱 上 共 回 收 了 18 个 条 带 ( 图 1 第 头 所 指 1~ 


118 ”18)， 测 序 结 果 在 NCBI 上 进行 亲缘 关系 比 对 ， 结 果 如 表 1 所 示 。 经 鉴定 ， 野 生 川 金丝猴 骨 


Pie 


119 ”上 肠 道 细菌 主要 来 自 5 个 菌 门 ,分 别 是 变形 菌 门 (Proteobacteria, 38.8996) , JE AE Tj | ] (Firmicutes, 


120 ”22.22%)、 拟 杆菌 门 (Bacteroidetes，5.56%)、 放 线 菌 门 (Actinobacteria, 5.5696). PEALE] 


121 (Verrucomicrobia, 5.56%) 和 不 可 培养 菌 〈uncultured bacterium，22.22% )。 其 中 ， 变 形 菌 
122 ” 门 和 厚 壁 菌 门 分 布 于 整个 胃 肠 道 ， 拟 杆菌 门 和 疣 微 菌 门 主要 分 布 于 胃 、 小 肠 和 粹 便 ， 放 线 菌 
123 ” 门 则 主要 分 布 在 胃 和 小 肠 。 野 生 川 金丝猴 胃 肠 道中 的 变形 菌 门 主要 来 自 假 单 胞 菌 属 


124 (Pseudomonas) 的 4 个 菌 种 [Pseudomonas proteolytica, Pseudomonas cerasi、 无 花 果 假 单 胞 
125 C Pseudomonas ficuserectae ) 和 韦 龙 氏 假 单 胞 菌 (Pseudomonas veronii) ]、 埃 希 菌 属 
126 ( Escherichia ) 的 2 个 菌 种 [ 费 格 森 埃 希 菌 (Escherichia fergusonii) 和 大 肠 埃 希 杆 
127 (Escherichia coli) ] 和 志 贺 菌 属 (Shigella) INRA (Shigella sonnei); 厚 壁 菌 门 主要 
128. ÆR AHJA (Clostridium ARRIR H (Clostridium sartagoforme ) . #4 F EK H J& (Ruminococcus) 
129 HJ 3H #4 JA S BR Eel (C Ruminococcus torques). $R 4T W JE (Fusobacterium) W] 35 E 42 4T 
130 CFlavonifractor plautii) 3ER H JE (Enterococcus) HZS ER fA (Enterococcus faecalis). Jf H., 
13. SZ BHIB TIGE Sh BE Br 7] fe RU 7 1E IE PE A SAR W BO n Ri EE A B oe DR CAkkermansia 
132  muciniphila) 在 胃 、 小 肠 、 回 肠 和 凑 便 中 均 有 检测 到 。 更 重要 的 是 , 条 带 测序 结果 分 析 表 明 ， 
133 ”在 野生 川 金丝猴 整个 胃 肠 道中 均 检 测 到 不 可 培养 菌 , 说 明 其 骨 肠 道中 存在 大 量 未 被 检测 和 鉴 
134 ” 定 的 细菌 种 类 。 野 生 川 金丝猴 胃 肠 道 菌 群 的 系统 发 育 树 (图 4) 表明, 在 4 个 不 可 培养 梢 中， 
135. NAT 4 与 已 鉴定 的 凌 肠 球菌 进化 分 类 相似 , 说 明 条 带 4 所 代表 的 细菌 可 能 是 来 自 厚 壁 菌 门 
136 ”的 1 株 肠 球菌 ; 而 其 他 不 可 培养 菌 与 已 知 的 菌 种 进化 分 支 差 异 较 大 ,这 些 菌 种 还 需要 进行 深 
137 ”入 的 鉴定 分 析 ， 同 样 说 明 在 野生 川 金 丝 猴 的 骨 肠 道中 有 大 量 的 菌 群 信息 未 被 鉴定 。 
138 表 1 DGGE 图 谱 条 带 殉 隆 测序 和 BLAST 分 析 结 果 
139 Table 1 Sequencing and BLAST analysis results of bands DGGE profiles 
GenBank 数据 库 中 最 相近 的 菌 种 登录 号 相似 性 肠 道 部 位 门 
Closest relatives found in the Accession No. — Similarity/% Location Phylum 
GenBank database 
AS BY FRAT LT 128 GU958406.1 97 . bo. EA. Fee WIFE] 
Uncultured Bacteroidetes bacterium Stomach, duodenum, jejunum and faeces Bacteroidetes 
不 可 培养 菌 GU619482.1 99 骨 、 十 二 指 肠 、 空 肠 
Uncultured bacterium Stomach, duodenum and jejunum 
不 可 培养 菌 GU198356.1 96 骨 、 十 二 指 肠 、 空 肠 
Uncultured bacterium Stomach, duodenum and jejunum 
不 可 培养 菌 KC338352.1 98 胃 、 小 肠 
Uncultured bacterium Stomach, small intestine 
Pseudomonas proteolytica NR. 025588.1 100 、 RES. "Ea. E 变形 菌 门 
Stomach, duodenum, jejunum and faeces Proteobacteria 
Olsenella scatoligenes NR 134781.1 97 、 RES. "xa. E 放 线 菌 门 
Stomach, duodenum, jejunum and faeces Actinobacteria 
Pseudomonas cerasi NR 146827.1 99 EH. FEN. x 变形 菌 门 
Stomach, duodenum and jejunum Proteobacteria 
RUA NR 026490.1 99 大 肠 厚 壁 菌 门 
Clostridium sartagoforme Large intestine Firmicutes 
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无 花 果 假 单 胞 菌 Pseudomonas ficuserectae NR. 040798.1 (变形 菌 门 ) 
条 带 10 Band 10 

条 带 7 Band 7 

72||Pseudomonas cerasi NR_146827.1 (变形 菌 门 ) 
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Pseudomonasproteolytica NR_025588.1 (变形 菌 门 ) 
条 带 5 Band 5 


An à FRR Bid Im JÆ Uncultured Bacteroidetes bacterium 
GU958406.1 〈 拟 杆菌 门 ) 


100 条 带 1 Band 1 


ARR Ai Escherichia fergusonii NR_114079.1 (变形 菌 门 ) 
99| 83 Ea 15 Band 15 


WERE ERE A IT v ES Akkermansia muciniphila NR 074436.1 peti Gl) 
条 带 11 Band 11 


gg |Olsenella scatoligenes NR_134781.1〈 放 线 菌 门 ) 
条 带 6 Band 6 


24 普 氏 梭 杆菌 Flavonifractorplautii NR_043142.1( 厚 壁 菌 门 ) 
94 Kf 12 Band 12 


不 可 培养 菌 Uncultured bacterium — FJ036720.1 
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1] 韦 龙 氏 假 单 胞 菌 Pseudomonasveronii NR 028706.1 (变形 
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78) it 17 Band 17 


96 条 带 16 Band 16 
RAGE Shigella sonnei NR_104826.1 (变形 菌 门 ) 


不 可 培养 菌 Uncultured bacterium GU619482.1 
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不 可 培养 菌 Uncultured bacterium GU198356.1 
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JHE HERE Ruminococcustorques NR 036777.1 (ERE bald) 
条 带 9 Band9 


RUA Clostridiumsartagoforme NR_026490.1( 厚 壁 菌 门 ) 
条 带 8 Band 8 


不 可 培养 菌 Uncultured bacterium KC338352.1 
条 带 4 Band 4 


AMRA Enterococcus faecalis NR. 040789.1 ( 厚 壁 菌 门 ) 
条 带 18 Band 18 


图 4 野生 川 金丝猴 骨 肠 道 菌 群 系统 进化 树 


Fig.4 Phylogenetic tree of bacteria in gastrointestinal tract of wild Rhinopithecus roxellanae 
3 讨 论 

野生 动物 是 地 球 生 物 圈 中 宝贵 的 生物 资源 , 近 40 年 全 球 野 生动 物 数量 减少 了 1/200, 其 
种 群 数量 的 下 降 不 仅 会 加 速 物 种 的 灭绝 , 并 且 会 导致 人 畜 共 患 疾病 发 生 趋 势 的 上 升 2。 研 究 
表明 ， 微 生物 的 稳 态 平衡 及 多 样 性 促进 宿主 健康 生长 03]。 健 康 状态 、 环 境 、 宿 主 基 因 型 、 饮 
食 和 性 别 不 仅 影响 动物 机 体 的 生理 功能 ， 而 且 影 响 动物 骨 肠 道 菌 群 的 结构 及 组 成 。 尽管 野生 
动物 因 保护 特性 而 难以 获得 其 骨 肠 道 样品 , 但 随 着 人 们 对 野生 动物 种 群 保护 的 重视 , 死亡 野 


刊 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


150 ”生动 物 胃 肠 道 菌 群 信息 已 被 陆续 报道 B83]， 这 为 其 生存 和 保护 提供 了 重要 的 基础 资料 。 同 样 ， 
151 ”本 研究 运用 PCR-DGGE 指纹 图 谱 技 术 首 次 分 析 了 1 只 死亡 野生 川 金丝猴 胃 、 小 肠 、 大 肠 和 
152 凑 便 菌 群 的 多 样 性 ， 并 对 图 谱 中 主要 条 带 进行 克隆 测序 及 系统 发 育 树 分 析 , 结果 发 现 其 胃 肠 
153 ”道中 栖息 着 大 量 菌 群 ， 不 同 肠 段 的 菌 群 多 样 性 有 差异 ， 且 DGGE 条 带 克 隆 测 序 鉴 定 出 的 菌 
154 ”和 群 主要 来 自 变 形 菌 门 ， 这 些 结果 丰富 了 野生 川 金丝猴 骨 肠 道 菌 群 信息 。 
155 本 研究 中 ，PCR-DGGE 指纹 图 谱 技 术 在 分 子 水 平 上 快速 和 直观 地 反映 了 野生 川 金 丝 猴 
156 ”上 胃 肠 道 菌 群 的 结构 特点 及 多 样 性 。 图 1 表明 野生 川 金丝猴 胃 肠 道中 栖息 着 大 量 的 菌 群 ， 且 克 
157 ” 隆 测 序 鉴定 出 的 菌 群 主要 来 自 变形 菌 门 (38.89%)、 厚 壁 菌 门 (22.22%)、 拟 杆菌 门 (5.56%)、 
158 HRKI] (5.56%) 和 疣 微 菌 门 (5.56%)。 其 中 ， 变 形 菌 门 和 厚 壁 菌 门 分 布 于 整个 胃 肠 道 ， 
159 ”但 变形 菌 门 是 优势 菌 群 。 而 在 刘 燕 等 的 研究 中 ， 其 采用 16S rRNA 的 Illumina MiSeq 测序 
> 160 ”技术 检测 了 1 只 湖北 神农 架 死 于 肺炎 的 半 野 生 川 金丝猴 (雄性 ，20 岁 ) 部 分 肠 段 〈 十 二 指 
© 161 — 肠 段 、 小 肠 段 、 盲 肠 段 及 大 肠 段 ) 样品 ， 其 菌 群 种 类 与 本 研究 相同 ， 但 其 丰 度 与 本 研究 差异 
2 162 BK, 其 主要 菌 群 来 自 厚 壁 菌 门 。 同 样 ， 有 研究 者 对 北京 动物 园 1 只 死亡 健康 峻 性 川 金丝猴 
N 163 ”上 胃 内 容 物 的 宏基 因 测 序 分 析 发 现 优势 菌 群 来 自 厚 壁 菌 门 B1。 产生 这 样 的 差异 可 能 是 因为 研究 
oo 164 ”的 动物 健康 状态 、 环 境 、 动 物 个 体 、 性 别 、 饮 食 及 研究 的 方法 均 不 同 而 导致 。 本 研究 是 运用 
= 165 — PCR-DGGE 技术 分 析 1 只 雌性 可 能 死 于 心脏 病 的 四 川 平 武 野生 川 金 丝 猴 胃 肠 道 菌 群 多 样 性 。 
166 ”研究 表明 , 变形 菌 门 丰 度 的 变化 与 动物 健康 状态 密切 相关 , 是 导致 动物 个 体 间 菌 群 结构 及 组 
167 ”成 差异 的 主要 菌 群 H。 且 已 有 研究 表明 心脏 衰竭 的 人 类 便 中 来 自 变 形 菌 门 的 埃 希 菌 属 的 数量 
168 ”显著 增加 (3。 同 样 ，McKnney 等 09 研 究 表明 ， 健 康 恒 河 猴 姜 便 菌 群 主要 来 自 厚 壁 菌 门 ， 而 
患 结肠 炎 恒 河 猴 姜 便 中 的 优势 菌 群 是 弯曲 菌 属 (来 自 变 形 菌 门 )。 王 剑 等 0 的 研究 同样 表明 ， 
170 ”健康 川 金丝猴 凑 便 中 有 更 多 的 双 歧 杆菌 (Bifidobacterium spp.) 和 乳酸 菌 (Lactobacillus spp.) 
171 ”等 有 益 菌 群 ， 而 腹 汽 川 金丝猴 的 羡 便 中 则 出 现 较 多 的 肠 杆菌 科 CEnterobacteriaceae) 和 梭 菌 
172 XI (Clostridium 1 ) 等 病原 菌 。 Aivelo 等 (8 研究 了 来 自 71 只 赤色 倭 蜂 猴 的 160 份 样品 ， 
173 ”结果 提示 性 别 影响 动物 肠 道 菌 群 结构 及 组 成 。 尽 管 本 研究 中 的 野生 川 金丝猴 与 Zhou SEB 
174 ”和 究 的 川 金丝猴 性 别 均 为 肉 性 , 但 菌 群 信息 仍然 有 差异 ， 可 能 与 研究 的 动物 个 体 、 胃 肠 道 部 位 
175 ”及 研究 方法 均 不 同 有 关 。 与 Zhou 等 6 研究 中 使 用 的 能 一 次 并 行 对 成 千 上 万 条 DNA 分 子 进行 
176 ”序列 测定 的 高 通 量 测序 技术 相 比 "9， 本 研究 中 的 PCR-DGGE 技术 主要 用 于 简单 、 快 速 和 直 
177 ” 观 地 体现 菌 群 的 丰 度 及 多 样 性 中 I。Zhou 等 研究 的 是 1 只 北京 动物 园 圈养 的 川 金丝猴 ， 本 
178 试验 研究 的 是 1 只 野生 川 金丝猴 ,因此 动物 的 生活 环境 和 饮食 均 不 同 , 而 且 有 研究 表明 ,图 
179 ” 养 后 的 动物 肠 道 菌 群 丢失 严重 PH。 尽管 如 此 ， 本 研究 与 刘 燕 等 和 和 Zhou 等 B] 的 研究 用 不 同 
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的 微生物 研究 方法 检测 肠 道 菌 群 共同 丰富 了 川 金 丝 猴 胃 肠 道 菌 群 的 信息 。 与 本 研究 不 同 的 
是 ,在 Yildirim 等 2 的 研究 中 ， 厚 壁 菌 门 是 黑白 疣 钦 、 红 疣 钦 和 红 尾 猴 姜 便 的 主要 菌 群 。 同 
样 ， 厚 壁 菌 门 也 是 猕猴 2 和 叶 猴 P 凑 便 菌 群 的 优势 菌 群 ， 这 些 结果 与 本 研究 结果 不 同 ， 可 
能 是 因为 动物 品种 和 动物 健康 状态 不 同 而 引起 的 。 
野生 川 金丝猴 胃 肠 道 DGGE 图 谱 条 带 的 聚 类 分 析 ( 图 1) 和 主 成 分 分 析 〈 图 3) 结果 表 
H, RAR. INA FE GS ARS I, 来 自 大 肠 的 样品 聚 为 一 徐 ， 而 来 自 凑 便 的 样品 单独 聚 为 
一 艇 。 动 物 胃 肠 道 各 部 位 除了 共有 的 特征 菌 群 ， 也 存在 因 其 不 同 的 微 环境 及 与 生理 功能 相 适 
应 的 特异 性 菌 群 骂 ， 因 此 类 便 菌 群 的 研究 结果 不 能 完全 反映 动物 胃 肠 道中 菌 群 结构 及 组 成 。 
胃 是 动物 初次 处 理 和 消化 食物 的 部 位 ,也 是 消化 吸收 营养 物质 的 重要 器 官 。 尽 管 川 金丝猴 的 
胃 因 襄 腔 膨大 且 胃 壁 菲 薄 而 不 利于 食物 的 机 械 麻 碎 , 但 其 分 泌 胃 酸 的 幽门 部 处 于 低位 而 使 得 
胃酸 不 会 影响 处 于 高 位 的 胃 体 和 骨 底 的 共 栖 微生物 ， 而 最 终 有 利于 对 纤维 素 的 分 解 和 利用 
P5。 川 金丝猴 是 植 食性 灵 长 类 动物 ,在 其 进化 过 程 中 有 69.7% 快 速 进化 嗅觉 基因 可 能 与 水 果 
和 植物 等 气味 相关 , 且 其 胃 中 的 厚 壁 菌 门 与 碳水 化 合 物 代谢 密切 相关 申 。 同样 , 在 本 研究 中 ， 
是 胃 中 的 主要 菌 群 , 表明 川 金 丝 猴 胃 中 菌 群 代谢 与 碳水 化 合 物 代谢 有 关 。 动物 的 
小 肠 主要 负责 单 糖 代谢 和 氨基 酸 代 谢 ， 有 利于 变形 菌 门 和 乳 杆 菌 目 (Lactobacillales) 细菌 的 
生长 RI。 而 大 肠 主 要 代谢 复杂 多 糖 ， 主 要 菌 群 来 自 拟 杆 菌 门 和 梭 菌 目 CClostridiales) P7, 
川 金丝猴 的 小 肠 长 达 255 ecm， 大肠 长 度 约 为 182 cm。 同 样 ， 本 研究 中 DGGE 图 谱 主 要 条 带 
克隆 测序 结果 表明 ， 野 生 川 金丝猴 小 肠 菌 群 主要 来 自 假 单 胞 菌 属 的 Pseudomonas 
proteolytica, Pseudomonas cerasi 和 无 花 果 假 单 胞 菌 ， 埃 希 氏 杆菌 属 的 费 格 森 埃 希 菌 和 大 肠 
埃 希 菌 ， 以 及 志 费 菌 属 的 宋 内 志 贺 菌 ， 而 这 些 菌 属 被 报道 是 动物 肠 道 或 凑 便 中 常见 病原 菌 
Ps829; 而 大 肠 中 的 主要 菌 群 衣 盘 权 菌 和 粪 肠 球菌 是 动物 消化 道 常见 菌 ， 尽 管 大 多 数 姜 肠 球 菌 
是 有 益 菌 ， 但 含有 基因 Cassette( 毒 力 岛 的 一 部 分 ) 的 北 肠 球菌 是 致 病 性 菌 种 ， 和 危害 动物 健 
康 B0。 野 生 川 金丝猴 胃 肠 道中 有 病原 菌 的 检 出 可 能 与 动物 的 健康 状态 相关 , 本 试验 中 的 样品 
来 自 1 只 死 于 心脏 病 的 野生 老年 川 金 丝 猴 ， 王 剑 等 00 和 简 平 等 6 的 研究 均 表明 年 龄 和 健康 
状态 影响 动物 肠 道 菌 群 结构 。 
野生 川 金丝猴 肠 道 菌 群 PCR-DGGE 条 带 克 隆 测序 结果 显示 其 骨 肠 道中 存在 大 量 不 可 培 
养 菌 〈 表 1)， 且 主要 来 自 肯 和 人 小肠， 说 明 其 胃 肠 道中 有 大 量 菌 群 信息 未 被 挖掘 ， 这 可 能 与 
川 金丝猴 动物 本 身 的 珍稀 特性 而 使 得 对 其 胃 肠 道 菌 群 的 研究 大 多 集中 在 易于 采集 的 凑 便 样 
品 。 目 前 更 新 的 菌 群 系统 进化 树 结果 显示 ， 有 大 量 不 可 培养 菌 与 厚 壁 菌 门诊 类 在 一 起 B93。 同 
样 ， 在 本 研究 中 ， 野 生 川 金丝猴 骨 肠 道 DGGE 条 带 的 系统 进化 树 也 表明 (图 4) 不 可 培养 苗 
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肠 球 菌 的 研究 可 作为 今后 川 金 丝 猴 骨 肠 道 菌 群 研究 的 重点 关注 方向 。 本 试验 运用 


来 自 厚 壁 菌 门 ， 主 要 是 扭 链 瘤 骨 球菌 、 前 盘 权 菌 和 凌 肠 球菌 。 赵 输 旭 等 3 研究 表明 ， 厚 
门 是 6 种 野生 动物 的 肠 道 优势 菌 群 ， 瘤 骨 球菌 属 是 单 肯 草食 动物 (袋鼠 和 大 象 ) 和 反刍 
(长 颈 鹿 和 羊 驼 ) 肠 道 的 差异 菌 群 ， 该 菌 属 在 前 者 数量 高 于 后 者 。 同 样 ， 本 研究 结果 显 


壁 菌 门 分 布 于 野生 川 金丝猴 整个 胃 肠 道 。 因此， 对 厚 壁 菌 门 ,特别 是 对 瘤胃 球菌 属 和 类 


PCR-DGGE 技术 首次 分 析 了 1 只 死 于 心脏 病 的 老龄 野生 川 金丝猴 胃 肠 道 菌 群 的 多 样 性 ， 其 


Al 


道 菌 群 结构 及 组 成 代表 了 老龄 死亡 野生 川 金 丝 猴 骨 肠 道 的 菌 群 特点 , 极 大 丰富 了 野生 川 


为 野 
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得 了 


前 至 
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猴 骨 肠 道 菌 群 的 信息 。 今 后 可 借助 宏基 因 组 学 技术 对 其 菌 群 组 成 和 功能 进行 深入 分 析 ， 
生 川 金丝猴 的 健康 生长 及 种 群 保护 提供 指导 。 


结 论 


本 试验 运用 PCR-DGGE 技术 分 析 了 1 只 老龄 死亡 野生 川 金丝猴 胃 肠 道 菌 群 多 样 性 ， 获 
与 其 健康 状态 、 性 别 、 年 龄 和 研究 方法 相 适 应 的 菌 群 特点 ， 其 菌 群 多 样 性 随 着 胃 肠 道 | 
后 的 顺序 呈现 高 - 低 -高 的 趋势 , 且 胃 上 肠 道 菌 群 以 变形 菌 门 (38.89%) 和 厚 壁 菌 门 (22.22%) 


， 但 骨 肠 道中 仍 有 大 量 不 可 培养 菌 (22.22%) 有 竺 深入 研究 。 
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Bacteria Diversity in Gastrointestinal Tract of a Dead Wild Rhinopithecus roxellanae Analyzed by 
Polymerase Chain Reaction-Denaturing Gradient Gel Electrophoresis Technology ZENG Yan! 
NIU Lili? DENG Jiabo* WANG Qiang? YU Jianqiu2 LI Yang! ZHOU Mengjià XU 

Shuai! LON Yiceng! ZENG Dong!™ NI Xueqin!” 
(1. Institute of Animal Microecology College of Veterinary Medicine, Sichuan Agricultural 
University, Chengdu 611130, China; 2. Chengdu Zoo, Chengdu 610081, China; 3. 
Sichuan Animal Science Institute, Chengdu 610066, China?) 

Abstract: The aim of this experiment was to evaluate the bacteria diversity in gastrointestinal tract 

(GIT) of a dead wild Rhinopithecus roxellanae, and to analyze the phylogenetic tree of cloning 

sequencing bands. The GIT contents of a dead wild Rhinopithecus roxellanae were collected, and 

the polymerase chain reaction (PCR)-denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) technology 
with the cloning sequencing, cluster analysis and principal component analysis (PCA) of bands 
were used to detect the bacterial diversity and to build the phylogenetic tree. The results showed as 
follows: 1) numerous bacteria were obtained from the GIT of wild Rhinopithecus roxellanae. 

Samples from the stomach, duodenum, jejunum and ileum clustering together, samples from the 

cecum, colon and rectum clustering together, and samples from the faeces single clustering 

together. 2) The 18 identified DGGE bands were belong to five phylum, they were Proteobacteria 

(38.89%), Firmicutes (22.22%), Bacteroidetes (5.56%), Actinobacteria (5.56%), Verrucomicrobia 

(5.56%) and uncultured bacterium (22.22%). The Proteobacteria and Firmicutes were detected 

along the GIT. 3) The phylogenetic tree analysis showed that only one of uncultured bacterium 

was similar to the identified classification of Enterococcus faecalis, while the other three 


uncultured bacteria had a significant difference with the known branch of the bacteria. This 
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indicated that a large number of flora information was unkowned in the GIT of the wild 
Rhinopithecus roxellanae. The results suggest that Proteobacteria is predominant in the GIT of a 
dead wild Rhinopithecus roxellanae, and the bacteria diversity shows a tendency of high-low-high 
according to the GIT from front to back. 

Key words: Rhinopithecus roxellanae; gastrointestinal tract bacteria; PCR-DGGE; cloning 


sequencing; phylogenetic tree 
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